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OZET:

DEAE-selliiloz ve CM-Sephadex C-50 kromatografisi kullamilarak glukoz-6
fosfat dehidrogenaz enzimi sigw eritrositlerinden saflastirildi. Spesifik aktivitesi
130 U/mg protein olarak belirlenen enzimin elde edilen safligi 43900 idi. Enzimin
saflik. kontrolii selliiloz asetat elektroforezi ile, molekiil agirlhig tayini ise Saphadex
G-200 ile yapildi. Ayrica enzimin kinetik ozellikleri arastirilds.

GIRIS:

Glukoz-6-fosfat dehidrog enaz (G6PD; D-glukoz-6-fosfat, NADP+* oksido-
rediiktaz, E.C. 1.1.1.49) enzimi, heksoz monofosfat (HMP) metabolik yolunun
ilk kademedeki reaksiyonunu katalizler, hiicrede glukozun oksidatif yikiminin
gergeklestirildigi HMP metabolik yolunda pentoz fosfatlar (niikleik asit sente-
zinde kull anilirlar) ve rediikte glutatyon (GSH; hiicreyi oksidan maddelere
karst korur) sentezlenir (1-7). Onemli olan bu metabolik yolun kontrolii allos-
terikbir enzim olan G6PD tarafindan gergeklestirilir. (2,3), Bu kontrol eritro-
sitler i¢in son derece Onemlidir (8). Eritrositler devamli olarak antioksidan bir
pot ansiyele ihtiyag duyarlar (9). Bu bakimdan eritrosit G6PD aktivite diizey-
leri klinik agidan olduk¢a 6nem tasimaktadir (4,10,11).

Birgok aragtirmaci (12-24) G6PD enzimini ¢esitli dokulardan saflagtirmig-
lardir. Bu ¢aligma ile Tiirkiye’de ilk defa G6PD enzimi geng sigir eritrositlerinden
saflagtirilmig olmaktadir.
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MATERYAL ve METOD

Sodyum kloriir, potasyum kloriir, magnezyum kloriir, etilendiamintetraa-
setik asit (EDTA), tris tamponu, amonyum siilfat, Fisher; 2-merkaptoetanol (2-
ME) Eastman; 6-fosfoglukonat (6-PG) Serva; glukoz-6-fosfat, nikotinamid ade-
nin diniikleotid fosfat (NADP), sifir serum albiimini, DEAE-seliiloz, Sephadex-
G-200, CM-Sephadex, Sigma; iireaz, asetik asit, sodyum fosfat monobazik, sodyum
fosfat dibazik, Merck firmalarindan temin edildi.

Erzurum Et ve Balik Kurumu Kombinasindan temin edilen 35 litre kadar kan

5.25 litre ACD-A (asit sitrat dekstroz-A, antikoagulan) ¢ozeltisi iizerine alinarak
(25) sicakhigt 0-4°C arasinda tutulan soguk bir odaya alindi. Bundan sonraki biitiin
deneyler burada yapildi. Kan, 30 ml lik tiiplere taksim edildikten sonra 4000xg de
santrifiij edildi. Elde edilen eritrosit paketi, izotonik ¢dzelti ile (0.15>. M KCl1,
1 mM EDTA) ii¢ defa yikandi. Bu saf eritrositler iizerine litresinde 30 ml toluen
(zarlarm lipidlerinin ¢6ziilmesi ve bdylece hemolizin saglanmasi igin) ve % 0.1
oraninda 2-merkaptoetanol (SH gruplarini korumak igin) bulunan ¢dzeltiden
1/1 oraninda eklendi. Hiicrelerin pargalanmasini temin etmek igin 5 dakika stireyle
hizlica galkalandi. Santrifiij (4800xg) edildikten sonra hemolizatta spektrofotomet-
rik olarak protein (26) ve G6PD aktivitesi (27) tayin edildi. Enzim aktivitesi tayini
igin biri kor ikisi niimune (T3, T3) olmak iizere ii¢ tiip hazirlandi. Bu tiiplerin her
birine sirayla 400 ul tris tamponu (0.15 M, pH 8.0), 100 ul MgCl, (0.07 M), 100 ul
NADP* (deney ortaminda 0.2 mM olacak sekilde), 20 ul niimune (1/12 oraninda
seyreltilmis olarak) konuldu ve bu tiiplere sirasiyla 380, 280 ve 180 ul redistile su
ilave edildi. Karistirldiktan sonra 25°C da 10 dak bekletildi. Siirenin bitiminde
Ty’e 100 ul 6GP, T; ve Ty’lin herbirine 100 ul 6-PG ilave edildi (G6P ve 6-PG nin
deney ortamindaki konsantrasyonu 0.7 mM olacak sekilde ayarlandi). hemen ka-
rigtirtldi ve kronometreye basildi, K6r tiipiine karst niimune tiiplerinin 340 nm deki
optik dansiteleri (OD) 15 dak siireyle 1 dak araliklarla okundu. OD lerin lineer
oldugu aralikta AOD/fAt degerleri hesaplandi. Bulunan degerler asagida verilen
formillerde yerine koyularak gesitli birimlerde aktivite hesaplandi.

) AOD) ] f

U/100 mi= (U/ml) 100, U/V ml = (U/ml) V
Bu formiillerde v, kullamlan niimune hacmi; f, seyreltme katsayisi; V, saflagtirilan
materyalin toplam hacmidir.

AOD

Ufml = [ T (&

Hazirlanan DEAE-seliiloz kolonu (4x60 cm), tampon-1 (5 mM fosfat, 10 uM
NADP, 75 0.1 2-ME, 1.0 mM ¢ aminokaproik asit (s-ACA; pH 6.5) ile doyurul-
duktan sonra, daha énce hazirlanan hemolizat bu kolondan gecirildi. Daha sonra
kolon tamon-2 (5 mM fosfat, 10 uM NADP, 1 mM EDTA, 2 mM e-ACA,0.5 M
NaCl, pH 5.8) ile yikanarak 5 ml lik fraksiyonlar halinde fraksiyon toplayicida
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eliie edildi (24 ml/saat). Bu eliiatlarda protein tayin edildikten sonra G6PD aktivitesi
. gosteren tilipler birlestirildi. Elde edilen bu aktif ¢dzelti 20 misli hacim tampon-2
ye kars1 7 saat siireyle diyaliz edildi. Islem ii¢ defa tekrarland1 ve niimune santrifiij
(20000xg, 30 dak) edildi. Bu seupernatana 0.5 M asetik asit eklenerek pH s1 5.8 e
ayarlandi ve CM-Sephadex C-50 katyon degistirici kolonuna (4x60 cm) tatbik
edildi. Protein ¢ikigi bitinceye kadar tampon-2 ile yikandi. Daha sonra tampon-3
(50 mM fosfat, 0.3 M NaCl, 10 uM NADP, % 0.1 2-ME; 1 mM EDTA, pH 7.0)
kolona tatbik edilerek bagl olan enzim eliie edildi, aktif fraksiyonlar toplandi.

Elde edilen enzim ¢ozeltisi, Grean (28) metoduna gore 6nce 9 30 luk tuz
(amonyum siilfat) ¢oktiirmesine ve sonra %, 50 lik tuz ¢oktiirmesine tabi tutuldu.
Boylece enzimin ¢okeltide kalmasi saglandi. Cokelti miimkiin olan en az hacimde
tampon-4 (50 mM fosfat, 1 mM EDTA, % 1 2-ME, 10 uM NADP, PH 6.0)
kullanularak ¢ozildi. Santrifiij (20000xg, 30 dak) edildikten sonra yukarida
belirtildigi gibi li¢ defa dializ edildi. Diyalizat 4800xg de 30 dak santrifiijlenerek
yukarida anlatilan metodla CM-Sephadex kromatografisine tabi tutuldu ve tam-
pon-3 ile eliatlar elde edildi. Aktivite ihtiva eden tiipler birestirildi. Niimune tam-
pon-5 (1 mM EDTA, 10 pM NADP, pH 6.0) ile diyaliz edildi. Eide edilen diyalizat
vakumlu evaporatdrde 6 ml kalincaya kadar buharlagtirildi ve Sephadex G-200
kolonuyla jel filtrasyonuna tabi tutuldu. Tampon-5 ile tekrar diyalizlendi. Diyali-
zatlar evaporatérde 5 ml kalincaya kadar deristirildi. Bu derisim iizerine litresinde
600 gr amonyum siilfat bulunan tampon-5 den damla damla ilave edildi. Meydana
gelen ¢okelti tekrar diyalizlendi. Diyalizat saflagtirilmis G6PD enzimini ihtiva
etmektedir. Her saflagirma kademesinden sonra protein, total G6PD aktivitesi,
total 6-PGD aktivitesi ve spesefik. aktivite tayinleri yapildi.

Sephadex G-200 jel elemesi ile enzim proteinlerinin molekiil agirligs, alt birim
sayist ve bunlarin molekiil agirliklar: tayin edildi (29.30.31). Molekiil agirhig
tayininde kullanilan standart egri, molekiil agirliklari bilinen {ireaz (480000, Merck)
alkalen fosfataz (80000. Sigma), sigir serum albiimini (67000, Sigma), glukoz ok-
sidaz (154000, BDH) ve peroksidaz (44000, BDH) ile hazirlandi. Enzimin safli-
g1 kontrol etmek amaciyla en son elde edilen enzim ¢6zeltisi deristirilerek seliiloz
asetat elektroforezi uyguland: ve sonugta tek bir band elde edildi. Ezimin kinetik
parametreleri konusunda enzim-substrat (G6P), Enzim-koenzim (NADP) iligkisi,
aktivator (Mg2+) ve pH nin aktiviteye etkisi incelendi.

BULGULAR VE TARTISMA

Enzimin saflagtirilmasi ile ilgili bulgular ve izlenilen kademeler Tablo-I’de
toplu olarak verildi. Aldigimiz 35 litre kandan 9 24 verimle enzim saflastirildi.
Saflagtirma katsayist 43900 ve 6zgiil aktivite 130 U/mg protein olarak bulundu.
DEAE-seliiloz ve CM-Sepdadex C-50 kromatografilerine ait egriler sirasiyla
sekil 1 ve 2 de verildi. G6PD nin molekiil agirhiginin 210000 ve alt birimlerininki
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ise 52000 oldugu belirlendi. Bu da enzimin dért alt biriminin oldugunu gosterdi.
Yapilan kinetik ¢alismalar, enzimin pH 8.0 de ve 6x10-3-12x10-3 M Mg+2 iyonu
konsantrasyonunda maksimum aktiviteye sahip oldugunu gosterdi. Enzimi-subst-
ratiliskisinden Km= 3.22x10-4 M ve Vm= 641 umol/dak-mg protein oldugu
bulundu (Sekil-3).

—

G-6-PDin .
TOPLAM| TOTAL | TOTAL | TOTAL 6-PGD SAFUK| VERIM

SAFLASTIRMA i i spesifik
_ HACIM |PROTEIN| 6-6-PD [6-PGD [Too—r 2SItk N
K ADEMELER] (mi) [ (mg) |(unite) [(unite) |&FP-EPCDaktvitest (o)
zk_cggm:H ) 26.000 |4,55+10%] 12,500 | 4100 | 0246 000296 | 1 100
emolizat !
3.Kademe: DEAE Selli]
1oz kolon eliont 6=1.700 [5.48x10%] 10,375 | 220 | 0,021 0.19 6. | 83
4-Kadene: CM-Sefadeks|
olon elGenti 4%300 |31%10° | 8200 | 20 | ©0.,0025| 264 | 891 | 63
Kademe 1030 1e2004 100 [8.4x10° | 6.750 o | o. 8,03 | 2.700| 54
yonu
6.ve7 Kademe:Diyaliz ve 2
CM:sefadeks eluenti 175 {1.6x10° | 5300 0 0 33,00 (1100 | 42
8.9 ve 10.Kademe: Diya-
liz ve )el filtrasyonu 3«18 28 3.300 0 0 17 39500 26
T Kademe: 260-270gr/1
amonyum sulfat dilimi s | 23 3.000 0 0 130 [43.900| 24
ve diyaliz

TABLO 1 G- 6 PD ENZIMININ SAFLASTIRMA KADEMELERI]
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SEKIL: 1-3. KADEME: DEAE. SELLULOZ KOLONU ELUENTI

Kolon boyutu : 4x60 cm Akig hizt : 24 ml/saat
Tambon : Fosfat tamponu (50 mM, pH 7,0)
Fraksiyon hacmi 5 ml
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SEKIL: 2- 4. KADEME: CM - SEFADEKS KOLONU ELUENTI

Kolon boyutu : 4x60 cm ; Akig hizi: 24 ml/saat
Tampon : Fosfat tamponu (50 mM pH 5,8)
Fraksiyon hacmi 5 ml.
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HMP metabolik yolunun ilk reaksiyonunu katalizleyen ve bu yolun diizenlen-
mesinden sorumlu olan G6PD nin aktivite tayini genellikle 6PGD aktivitesi ile
birlikte yapilmaktadir (2,7). Calismamizda ayniyontemi kullandik. Enzimi aktif
formda tutmak igin deney ortamina belli bir konsartrasyonda NADP+ eklendi ve
aktivite optimum pH da 6l¢ildii. Saflasgtirma kademelerinin tamamimda pH nin
7 den disiik tutulmasma dikkat edildi. Ciinkii bu pH nin tizerine ¢ikildigi zaman
enzim dimer ve tetramer yapisini kaybetmektedir (32). Kisaca biitlin saflagtirma
basamaklarinda disiik pH, diisiik fosfat konsantrasyonu ve diisiik iyonik siddet
kosullarina dikkat edildi. -

PURIFICATION OF GLUCOSE-6-PHOSPHATE DEHYDROGENASE
FROM BOVINE ERYTHROCYTES

SUMMARY

Purification of glucose-6-phosphate dehydrogenase from bovine erythrocytes
was carried out by using DEAE-celulose and CM-Sepdhadex C 50 chromatog-
raphies. In order to check the purity of the enzyme, cellulose actate electrophoresis
was applied. Purification was 43900-fold, specific activity was found to be 130
U/mg of protein. Moleculer weight was determined by Sephadex G-200 gel filt-
ration. The kinetic parameteres of enzyme were investigated.
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